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(57) Abstract 



In a procedure for quantitative optical analysis of fluorescently-labclled biological 
cells (5) a cell layer is appplied to a transparent carrier at the base (2) of a reaction 
vessel (1) so that it is in contact with the solution (3) containing the fluorescent dye 
(4). The sensitivity of the determination may be significantly improved by adding 
to the solution (3) a masking dye (9), which absorbs the exciting light (6) for the 
fluorescent dye (4) already present in the solution (3) and/or its emitted light (7), and/or 
by applying an interlayer (10) that is permeable to the solution but absorbs and/or 
reflects the exciting light (6) or the emitted light (7) to the cell layer at the base (2). 
The same procedure may be used to improve sensitivity in quantitative optical analysis 
of a luminescent biological cell layer. In the latter case the interlayer (10) should be 
composed so that is possesses a high reflection factor with respect to luminescent light 
(11). Analogously, these procedural principles may also be applied in receptor studies 
to mask disturbing background radiation in quantitative optica! analysis of fluorescent) y- 
or luminescently-labelled participants in a reaction. In this case a receptor layer (12) is 
placed at the base (2) of a reaction vessel (1) in contact with a solution (supernatant 3) 
in which a fluorescent or luminescent ligand (13) has been dissolved. The sensitivity 
and accuracy of the determination may be significantly improved if a masking dye (9) 
which absorbs the exciting light (6) for the fluorescent dye and/or its emitted light or 
(in case of luminescent ligands) the luminescent light is added to the supernatant (3). 
An interlayer (10) that is permeable to the solution (3) but absorbs and/or reflects the 
exciting light (6) and/or the emitted light or the luminescent light may be applied to 
the cell or receptor layer (12) at the base (2) instead of the masking dye in the solution 
(3) or possibly as a supplementary measure. 




(57) Zusammenfassung 



Bei cincm Verfahren zur quantitativcn optischen Analyse von fluoreszenzmarkierten biologischcn Zellcn (5) steht eine Zellschicht 
auf eincm transparentcn Trager am Boden (2) eincs ReaktionsgefaBes (1) mit eincr den Fluoreszenzfarbstoff (4) enthaltenden Lasting (3) 
in Kontakt. Die Empfindlichkeit des anaiytischen Nachweises kann erhebltch verbessert werden, wenn der Losung (3) zusatzlich zu dem 
bercits vorhandenen Fluoreszenzfarbstoff (4) ein Maskierungsfarbstoff (9) hinzugegeben wird, welcher das Anregungslicht (6) fur den 
Fluoreszenzfarbstoff (4) und/oder sein Emissionslicht (7) absorbiert und/odcr wenn auf die Zellschicht am Boden (2) eine fur die Losung 
durchlassige, das Anregungslicht (6) oder das Emissionslicht (7) absorbierende und/oder reflektierende Trennschicht (10) aufgebracht wird. 
Dieses Verfahren kann auch zur Verbesserung der Empfindlichkeit bei der quantitativen optischen Analyse ciner lumineszenten biologischen 
Zellschicht angewandt weiden. Die Trennschicht (10) muB in diesem Fall so beschaffen sein, daB sie ein hohes Reflexionsvermdgen fur 
das Lumineszenzlicht (11) besitzt. In analoger Weisc konnen dtese Verfahrensprinzipien auch bei Rezeptorstudien zur Maskierung der 
stdrenden Hintergrundstrahlung bei der quantitativen optischen Analyse von Fluoreszenz- oder Lumineszenz-markierten Reaktionspartnem 
angewendet werden. In diesem Fall steht eine Rezeptorschicht (12) am Boden (2) eines ReaktionsgefaBes (1) mit einer Losung (Oberstand 
3) in Kontakt, in der ein fluoreszierender oder lumineszierender Ligand (13) gelost ist. Die Empfindlichkeit und Genauigkeit des 
anaiytischen Nachweises konnen dabei erheblich verbessert werden, wenn dem ttberstand 3 ein Maskierungsfarbstoff (9) hinzugegeben 
wird, welcher das Anregungslicht (6) fOr den Fluoreszenzfarbstoff und/oder sein Emissionslicht oder (im Falle von lumineszenten Liganden) 
das Lumineszenzlicht absorbiert. Anstelle des Maskierungsfarbstoffes in der Losung (3) oder ggf. als zusatzliche Maflnahme kann auf die 
Zell- bzw. Rezeptorschicht (12) am Boden (2) eine fiir die Losung (3) durchlassige, das Anregungslicht (6) und/oder das Emissionslicht 
bzw. das Lumineszenzlicht absorbierende und/oder reflektierende Trennschicht (10) aufgebracht werden. 
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Maskierung der Hintergrundfluoreszenz und -lummeszenz bei der optischen 
Analyse hiolnqiscb medizinisch er Assays 

Die Enfindung geht aus von einem Verfahren zur quantitativen optischen Analyse von 
fluoreszenzmarkierten biologischen Zellen, die mit einer Fluoreszenzfarbstofflosung in 
Kontakt stehen oder von lumineszenten Zellen, die in Form einer zusammenhangen- 
den Zellschicht auf einem transparenten Trager am Boden eines ReaktionsgefaBes 
aufgebracht sind, oder auch von Fluoreszenz- oder Lumineszenz-markierten Reak- 
tionspartnern in einer Losung, in der ein fluoreszierender oder lumineszenter Ligand 
geldst ist, wobei die Lbsung mit einer fur diesen Ligand spezifischen, am trans- 
parenten Trauer am Boden des ReaktionsgefaB befindlichen Rezeptorschicht in Kon- 
takt steht, deren fur die Rezeptor-Liganden Bindung charakteristische Fluoreszenz- 
oder Lumineszenzstrahiung durch den transparenten Boden hindurch erfaBt und aus- 
gewertet wird. 

Ein Problem bei der Fluoreszenzmessung in biologisch medizinischen Assays besteht 
haufig darin. daB die mit der biologischen Zellaktion korrelierten Fluoreszenzan- 
derungen klein gegenuber der unspezifischen Hintergrundfluoreszenz sind. Dadurch 
wird das Auflosunesvermogen stark eingeschrankt. Herkommliche kommerzielle 
MeBsysteme (Fluoreszenzreader, Fa. Dynatech bzw. SLT) konnen das Problem nicht 
losen, weii durch ihre optischen MeBanordnung (Anregung von oben' durch die 
fluoreszente Fliissigkeitssaule des Uberstands) das Signal im Vergleich zum Hinter- 
grund kaum detektiert werden kann. Gerate neuerer Konstruktion (Fa. Labsystems), 
die die Zellen von der Ruckseite durch den transparenten Trager des Reaktions- 
gefafles beleuchten, haben zwar den Vorteil, daB bei Eintritt des Anregungslichts die 
Zellen zur Fluoreszenz angeregt werden. Da das Anregungslicht aber weiter in den 
ebenfalls fluoreszenten Oberstand eintritt, laBt es sich nicht vermeiden, daB das 
unspezifische Hintergrundsignal das Zellsignal verfalscht. Selbst sehr aufwendige 
MeBsysteme (Fa. NovelTech, FLEPR: Fiurescence Imaging Plate Reader) konnen mit 
einer spezielien Laser-Beleuchtungsgeometrie (Anregung unter ca. 45°) diese Hinter- 
grundfluoreseszenz nur vermindern. Grund fur das Scheitern aller Probiemlosungs- 
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versuche uber die MeBgeometrie ist der Umstand, dafl hiertiber die eigentliche 
Ursache fur die Hintergrundfluoreszenz nicht entscheidend beeinfluBt werden kann. 

Bei den bisher durchgefuhrten Rezeptor-Bindungstudien mit Fluoreszenz- oder 
5 Lumineszenz-markierten Liganden mufl der jeweils markierte und nicht gebundene 
Anteil durch waschahnliche Vorgange entfernt werden. Viele Beschichtungen sind 
jedoch empfindlich fiir diese Waschschritte. AuBerdem ist das Entfernen des unge- 
bundenen Liganden mit einem betrachtlichen Aufwand verbunden. Die direkte Mes- 
sung der Rezeptor-Ligand Assoziation bzw. Dissoziation ist bei diesem Verfahren 
10 nicht moglich. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, die Empfmdlichkeit der optischen Analyse 
von fluoreszenzmarkierten oder lumineszenten Zellen in einem zellularen Assay zu 
verbessern, urn z. B. mbglichst geringe Membranpotential&nderungen auf der Basis 

15 von Fluoreszenzandenmgen potentialsensitiver Farbstoffe messen zu konnen. Dabei 
soil die Empfindlichkeit des MeBsystems so hoch sein, daB sich Potentialanderungen 
unter 5 mV mindestens qualitativ nachweisen lassen. Im Falle von lumineszenten 
Zellen soli eine Steigerung in der Detektion des Lumineszenzsignals erreicht werden. 
AuBerdem soil die Methode fur ein Screening mit hohem Probendurchsatz geeignet 

20 sein. 

Weiterhin liegt der Erfindung die Aufgabe zugrunde, Rezeptor-Binduncsstudien auf 
der Basis von Fluoreszenz- bzw. Lumineszenz-markierten Liganden bzw. Rezeptoren 
zu vereinfachen und eine kontinuierliche Messung der Rezeptor-Bindungsinteraktion 
25 (Kinetik) zu ermoglichen. Durch die Reduzierung der erforderlichen Verfahrens- 
schritte soli diese Methode insbesondere fiir ein Screening mit hohem Durchsatz und 
fur diagnostische Anwendungen geeignet sein. 

Die geforderte hohe Auflbsung bei geringen Membranpotentialanderungen konnte erst 
30 erzielt werden, nachdem die Ursache fiir die storende Uberiagerung der un- 
spezifischen Hintergrund- und der spezifischen Fluoreszenz der Zellen beseitigt wer- 
den konnte. Das hierzu entwickelte erfindungsgemaBe Verfahren beruht auf der 
grundsatzlich neuen Idee, die Anregungsenergie und die nicht von dem biologischen 
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Objekt stammende Fluoreszenz zu maskieren. Hierzu wird neben dem Fluoreszenz- 
farbstofF ein weiterer FarbstofF hinzugefugt, der das Anregungslicht des Fluoreszenz- 
farbstoffs und/oder dessen Emissionslicht vollkommen absorbiert, ohne die Fluor- 
eszenz der Zellen zu beeinflussen. Durch diese Absorption wird erreicht, daB das 
5 unspezifische Hintergrundsignal maskiert und das Zell-Nutzsignal mit einer bisher 
nicht moglichen Auflosung detektiert werden kann. 

Eine im Rahmen der Erfindung Hegende AJternativlosung besteht darin, daB auf die 
Zellschicht eine fur die Losung durchlassige Trennschicht aufgebracht wird, die das 
10 Anregungslicht fur den Fluoreszenzfarbstoff und/oder sein Emissionslicht absorbiert 
und/oder reflektiert, ohne die Zelleigenschaften negativ zu beeinflussen. Dabei wird 
die Dicke der Trennschicht so gewahlt, daB im Losungsansatz mit dem Fluoreszenz- 
farbstoff aber ohne die Zellen keine Fluoreszenz mehr nachweisbar ist. 

15 Eine weitere Variante der Erfindung besteht darin, daB die Methode der erfindungs- 
gemaBen Trennschicht auch zur Empfindlichkeitssteigerung bei der quantitativen 
optischen Analyse von lumineszenten (selbstleuchtenden) biologischen Zellen verwen- 
det wird, die in Form einer zusammenhangenden Zellschicht auf einem transparenten 
Trager aufgebracht sind. Zu diesem Zweck werden die optischen Eigenschaften,der 

20 fur die Losung durchlassigen Trennschicht so gewahlt daB sie das Lumineszenzlicht 
moglichst stark reflektiert, ohne die Zelleigenschaften negativ zu beeinflussen. Auf 
diese Weise kann die Lumineszenzintensitat und damit der MeBeffekt betrachtlich 
erhdht werden. 

25 Das erfindungsgemaBe Verfahren kann in ganz analoger Weise zur quantitativen 
optischen Analyse von Fluoreszenz- oder Lumineszenz-markierten Reaktionspartnern 
in einem mit einer Losung gefiillten ReaktionsgefaB herangezogen werden, wobei der 
fluoreszierende oder lumineszente Ligand in geloster Form vorliegt und die Losung 
mit einer fur diesen Ligand spezifischen, auf einem transparenten Trager am Boden 

30 des ReaktionsgefaB aufgebrachten oder sich darauf absetzenden Rezeptorschicht in 
Kontakt steht, deren fur die Rezeptor-Liganden Bindung charakteristische Fluor- 
eszenz- oder Lumineszenzstrahlung durch den transparenten Boden hindurch erfaflt 
und ausgewertet wird. In diesem Fall beruht die erfindungsgemaBe Losung der oben 
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beschriebenen Aufgabe darauf, daB der sich im Uberstand, d.h. in Losung befindliche 
freie Ligand und dessen unspezifische Fluoreszenz oder Lumineszenz durch einen 
zusatzlichen Farbstoff und/oder durch eine difius absorbierende oder reflektierende 
Trennschicht maskiert wird und damit die Ursache fiir die storende Oberlagerung der 
unspezifischen Hintergrund- und der spezifischen Fluoreszenz der Liganden in der 
Ldsung beseitigt wird. Da auf diese Weise der nicht gebundene Ligand maskiert wird, 
stellt die gemessene Fluoreszenz oder Lumineszenz ein direktes MaB fur die lnter- 
aktion Ligand-Rezeptor dar. Sie kann bei diesem Verfahren zeitlich aufgelost direkt 
gemessen werden. 

Gegenstand der Erfmdung ist also bei Rezeptorstudien in Analogie zu dem oben 
beschriebenen Verfahren eine Verfahrensvariante, bei der der Losung ein Maskie- 
rungsfarbstoff hmzugelugt und/oder auf die Rezeptorschicht eine fur die Losung 
durchlassige Trennschicht aufgebracht wird, wobei die optischen Eigenschaften des 
Maskierungsfarbstoffs und/oder der Trennschicht so gewahlt werden, daB das Anre- 
gungslicht fur den Fluoreszenzfarbstoff des in der Losung vorhandenen Liganden 
und/oder sein Emissionslicht oder sein Lumineszenzlicht von der Losung oder der 
Trennschicht absorbiert oder an der Trennschicht reflektiert wird. Dabei wird die 
Dicke der Trennschicht so gewahlt, daB im Losungsansatz mit dem Fluoreszenzfarb- 
stoff, aber ohne die Rezeptorschicht, keine Fluoreszenz mehr nachweisbar ist. 

Vorzugsweise besteht die Trennschicht aus polymeren Latexkugelchen (z.B. Poly- 
styrol, Polyurethan, Butadien Acrylnitril). Die Latexkugelchen konnen dabei auch mit 
einem Maskierungsfarbstoff gefarbt sein, der in diesem Fall eine hinreichend groBe 
Polymeranfarbbarkeit aufweisen muB. 

Bei dem zuerst erwahnten Verfahren soli sich der Maskierungsfarbstoff moglichst gut 
in der Losung, die auch den Fluoreszenzfarbstoff in geloster Form enthalt, verteilen. 
Da das Losungsmittel in der Regel Wasser ist, wird zweckmaBig ein Maskierungsfarb- 
stoff eingesetzt, der eine gute Wasserloslichkeit besitzt (>2g/ml) und keine zelltoxi- 
schen Nebeneffekte aufweist. 
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GemaB einer Weiterentwicklung der Erfindung wird nach dem Austausch des einen 
Fluoreszenzfarbstoff enthaltenden Uberstandes durch eine FluoreszenzfarbstofF-freie 
Losung ein weiterer MaskierungsfarbstofF zugegeben, welcher eine unspezifische 
Fluoreszenz an der ReaktionsgefaBwand unterdruckt. 

5 

Mit der Erfindung werden folgende Vorteile erzielt: 

Das beschriebene neue Verfahren ist nicht an ein bestimmtes MeBsystem gebunden, 
sondern kann, wei! es keine spezifisch technische Losung darstellt, von vielen handels- 
iiblichen Geraten benutzt werden. Hierzu zahlen praktisch alle Fluoreszenzreader, die 

10 transparente ReaktionsgefaBe z.B. Mikrotiterpiatten von der Unterseite her beleuch- 
ten und auch messen konnen. Mit einem sehr geringen Aufwand (minimale Zusatz- 
kosten nur fur die speziellen AbsorptionsfarbstofFe) wird es hierdurch erstmals mog- 
Iich, in einen Auflosungsbereich z.B. bei der Messung von Potentialanderungen in 
Zellmembranen durch Messung der Fluoreszenzanderung poientiaisensitiver Fluor- 

15 eszenzfarbstoffe vorzudringen, der bisher unerreicht war. Erstmals wird es moglich, 
auch bei sehr kleinen Anderungen einen direkten Vergieich der Ergebnisse aus ver- 
schiedenen ReaktionsgefaBen (z.B. verschiedene Vertiefungen in einer Mikrotiter- 
platte) durchzufuhren, so dafl auf das aufwendige Verfahren der Bestimmung der rela- 
tiven Anderung in einem ReaktionsgefaO verzichtet werden kann. Dadurch verringert 

20 sich die Anzahl der zu erfassenden Meflwerte z.B. fur Kinetikmessungen. Der 
zeitliche AufWand fur ein MeBprogramm wird deutlich reduzien und die Moglichkeit 
geschafFen, durch eine simple Einzelmessung (z.B, Endpunktbestimmung) unter 
Verwendung des Bezugs auf einen getrennten Kontrollansatz gleiche Resultate zu 
erhalten. Die hierbei geforderte Uniformitat des biologischen Ansatz (z.B. homogene 

25 Zellschicht) ist z.B. fur Mikrotiterplatten im allgemeinen gegeben. 

Oberraschenderweise zeigte die Anwendung verschiedener wasserloslicher Farbstoffe 
und auch deren Mischungen in den verschiedensten getesteten Zellen keine negative 
Auswirkung auf die Physiologie der Zellen (z.B. Reaktion der Zellen im Vergieich zu 
30 elektrophysiologischen Messungen wie Whole-cell-patch-clamp, bzw. Effekte der 
untersuchten Pharmaka). Auch der Einsatz von unloslichen Farbpigmenten bzw. anor- 
ganischen feinverteilten Teilchen wurde erstaunlich gut von den biologischen Objek- 
ten toleriert. 
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Durch das beschriebene einfache Verfahren der Maskierung der Hintergrundfluor- 
eszenz bei der quantitativen Fluoreszenzmessung in biologisch tnedizinischen Assays 
verbunden mit einer Steigerung der Empfindlichkeit z. B. beim Einsatz von potential- 
sensitiven Fluoreszenzfarbstoffen und die Adaptionsfahigkeit dieses Verfahrens z.B. 
auf Mikrotiterplatten als Reaktionsgefafle wird der Einsatz solcher Mefltechmken das 
High-Throughput-Screening wesentlich vereinfachen, zumal zur Realisierung der ge- 
schilderten Vorteile kein crhohter technischer Aufwand notwendig ist. sondern vor- 
handene kommerzielle MeCgerate dazu ausreichen. 

Bei Rezeptor-Lmanden Studien liegt der erfindungswesentliche Vorteil darin. daB es 
aufgrund der Maskierung der unspezifischen Fluoreszenz bzw. Lumineszenz nicht 
mehr erforderlich ist. den nicht gebundenen Anteil der Liganden zu entfernen. 
Dadurch werden die Testverfahren erheblich vereinfacht, Beschadigungen und Zer- 
storungen der empfindlichen Beschichtungen bzw. der biologischen Objekte wie z.B. 
ZeUen, vermieden und die Empfindlichkeit und damit auch die Genauigkeit der 
Messung verbessert. Durch die Verwendung von Mikropartikeln kann die nutzbare 
Oberflache zur Beschichtung von Fluoreszenz- oder Lumineszenz-markierten Ligan- 
den wesentlich vergroflert werden. Durch geeignete MaBnahmen, z.B. hohere spezi- 
fische Dichte bzw. die Verwendung von magnetisierbaren Partikeln. kann erreicht 
werden. daB sich die Mikropartikel am tranparenten Trager absetzen und anreichern. 
Auch in diesem Fall wird die Fluoreszenz bzw. Lumineszenz der nicht gebundenen, im 
Oberstand befindlichen Listen durch die Maskierung wirkungsvoll unterdruckt. 

Da die Interaktion zwischen dem Liganden und dem Rezeptor nicht durch das Ent- 
fernen des ungebundenen Anteils unterbrochen weden muB, kann auf diese Weise 
sogar in einem einzelnen Reaktionsansatz eine kontinuierliche Messung der Inter- 
aktion zwischen Ligand und Rezeptor (Kinetik) erfolgen. 
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Im Folgenden wird die Erfindung an Hand von Ausfiihrungsbeispielen und Zeich- 
nungen naher erlautert: Es zeigen: 

Fig. 1 ein ReaktionsgefaB fur einen Fluoreszenzassay nach dem Stand der Technik 

Fig. 2 die Unterdriickung der Hintergrundfluoreszenz bei einem Fluoreszenzassay 
mit einem Maskieningsfarbstoffim Uberstand 

Fig. 3 die spektrale Anregung und Emission fur einen Verteilungsfarbstoff und die 
spektrale Absorption des Maskierungsfarbstoffes 

Fig. 4 die ortsabhangige Zellfluoreszenz ohne Maskierungsfarbstoff 

Fig. 5 die ortsabhangige Zellfluoreszenz mit Maskierungsfarbstoff 

Fig. 6 die Unterdriickung der Hintergrundfluoreszenz bei einem Fluoreszenzassay 
mit Hilfe einer Trennschicht 

Fig. 7 die Verstarkung der Lumineszenz durch Ruckreflexion an einer Trennschicht 

Fig. 8 die Wandfluoreszenz bei einem Fluoreszenzassay nach dem Stand der Technik 

Fig. 9 die Unterdriickung der Wandfluoreszenz bei einem Fluoreszenzassay mit Hilfe 
eines Maskierungsfarbstoffes und 

Fig. 10 die Unterdriickung der Hintergrund-fluoreszenz oder lumineszenz bei einem 
Fluoreszenz- oder Lumineszenzassay zur Untersuchung von Rezeptor-Ligan- 
denbindungen mit Hilfe eines Maskierungsfarbstoffs im Uberstand 

In Fig. 1 ist ein ReaktiongefaB 1 fur ein Fluoreszenzassay mit einem transparenten 
Boden 2 dargestellt. In dem ReaktionsgefaB 1 befindet sich eine Fluoreszenzfarbstoff- 
losung 3, in der die Fluoreszenzfarbstoffmolekule 4 schematisch angedeutet sind. Die 
Losung 3 wird auch als Uberstand bezeichnet. Auf dem transparenten Boden 2 sind 
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die zu untersuchenden biologischen Zellen auf einem transparenten Trager ange- 
ordnet. Durch den Boden 2 wird Licht (Anregungslicht) 6 eingestrahlt, urn die Zellen 
5 zur Fluoreszenz anzuregen. Dem von den Zellen 5 ausgestrahlten Fluoreszenzlicht 7 
ist eine Hintergnindfluoreszenz-Strahlung 8 tiberlagert, die von den ebenfalls ange- 
5 regten Fluoreszenzfarbstoffmolekuien 4 im Uberstand 3 herruhrt. Fur die biologisch- 
analytische Untersuchung und Auswertung der Zellen 5 ist aber nur das Fluoreszenz- 
licht 7 mafigebend. Da aber bei alien bekannten Fluoreszenz-Analysegeraten die 
Hintergrundfluoreszenz 8 mit erfaBt wird, gehen kleine Fluoreszenzunterschiede der 
Zellen 5 vor der starken Hintergrundfluoreszenz 8 unter, was zu einem deutlichen 
1 0 Empfindlichkeitsverlust flihrt. 

Dieser Nachteil kann durch das erfindungsgemafle Verfahren nach Fig. 2 dadurch 
vermieden werden, dafl die Hintergrundfluoreszenz durch einen Maskierungsfarbstoff 
im Uberstand 3 unterdruckt wird. Die in Fig. 1 vorhandene Hintergrundfluoreszenz 8 

1 5 wird gem. Fig. 2 vollstandig im Uberstand absorbiert Der zu dem Uberstand 3 hinzu- 
gefiigte Maskierungsfarbstoff (schematisch mit 9 bezeichnet) kann entweder in ge- 
loster Form oder in fein verteilter disperser Phase (farbpigmentierte Systeme) vorlie- 
gen. Bevorzugt werden jedoch losliche Farbstoffe eingesetzt, weil hier die Zugabe 
besonders einfach mit Hilfe einer Pipette erfolgen kann und weil im Gegensatz zu 

20 einem Pigment-System die physikalischen Einflusse der TeilchengroBenverteilung und 
von Sedimentationsprozessen und SchichtdickenungleichmaBigkeiten nicht beriick- 
sichtigt werden mtissen. 

An die Eigenschaften eines derartigen Farbstoffs werden folgende Anforderungen 
25 gestellt: 

bei Verwendung eines loslichen Absorptionsfarbstoffes gute Wasserloslichkeit 
fur den Einsatz in biologischen Assays 

30 - keine Membrangangigkeit des Farbstoffs, um eine Anfarbung der Zellen zu 
venneiden 
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hohe spezifische Absorption im Excitations- und/oder Emissions-Wellenlan- 
genbereich des FluoreszenzfarbstofTes 

keine toxischen Nebeneffekte (Vermeidung von Zellschadigungen) 

Als gute Wasserloslichkeit wird eine Loslichkeit von >2 mg/ml angesehen. Die Zell- 
toxizttat kann mit Hilfe bekannter Testverfahren (z.B. Zytotoxizitatstest) bestimmt 
werden. Fig. 3 zeigt die optischen (spektralen) Eigenschaften eines Fluoreszenz- und 
eines Maskierungsrarbstoffes in einem Diagramm. Die Kurvc A zeigt die spektrale 
Verteilung des Anregungsiichtes, die Kurve B die spektrale Verteilung des emittierten 
Fluoreszenzlichts fiir den handelsublichen Verteilungsfluoreszenz-Farbstoff Bis-(1,3- 
dibutylbarbituricacid)trimethaneoxonoI (Dibac 4 (3)) und die Kurve C die spektrale 
Transmission (Absorptionsspektrum) des verwendeten Maskierungsfarbstoffs (Bril- 
liant Black BN, C.I. 28440, Food Black 1, z.B. Sigma B-8384). Man erkennt, daB der 
Maskierungsfarbstoff im Wellenlangenbereich dcr Anregung und Emission des Fluor- 
eszenzfarbstoffs fast vollstandig absorbiert. 

Die Kontrastverbesserung bzw. Empfindlichkeitssteigerung laBt sich noch besser an 
Hand der Figuren 4 und 5 verstehen. Zur Demonstration der Wirkung des Maskie- 
rungsfarbstoffs auf die unspezifische Hintergrundfluoreszenz vvurden zwei Videoauf- 
nahmen von dem gleichen Bildausschnitt vor und nach Hinzufueen von 100 mg/ml des 
loslichen MaskierungsfarbstofFes Brilliantschwarz in Anwesenheit des potential- 
sensitiven Fluoreszenzfarbstoffes Dibac 4 (3) (5 mM) gemacht. Beide Male wurden die- 
selbe Videozeile bildanalytisch ausgewertet und die beiden Fluoreszenzintensitatspro- 
file uber die identischen Ausschnitte im ReaktionsgefaB dargestellt. Der Bereich Z 
entspricht dabei dem Bereich, in dem sich die Zellschicht, d.h. die biologische Probe 
befindet, wahrend rechts davon in der Zone U zum groBten Teil das vom Oberstand 
herkommende Fluoreszenzsignal gemessen wird. Der MeBbereich des Aufhahme- 
systems (8 bit) liegt zwischen 0 (schwarz) und 255 (weiB). Fur die unmaskierte Auf- 
nahme ergibt sich ein Kontrastverhaltnis von ca. 1:3,6 (Intensitatsverhaltnis der dun- 
kelsten und hellsten Bildanteile) und im Falle der maskierten Aufnahme ein Kontrast- 
verhaltnis von ca. 1 : 14,4. Das entspricht einer Kontraststeigerung um den Faktor 4. 
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Eine alternative Moglichkeit, das Verhaltnis von Nutz- zu Hintergrundsignal zu ver- 
bessern, besteht gemafl Fig. 6 in einer Uberlagerung der Zellschicht mit einer fein- 
teiligen optischen Trennschicht 10. Die Trennschicht 10 besteht zweckmaBig aus 
einem feinteiligen anorganischen WeiBpigment, wie z.B. Ti0 2 oder Ai 2 0 ? . Hierdurch 
5 wird nicht nur die Hintergnmdfluoreszenzstrahlung aus dem Uberstand 3 abgeschirmt, 
sondern auch die meflbare GroBe der Zellfluoreszenz durch Reflexion an den anorga- 
nischen Teilchen verstarkt. 

Alternativ kann die Trennschicht aus polymeren Latexkugelchen mit einem Durch- 
messer vorzugsweise im Bereich von 200 nm bis 5 mm bestehen. Geeignete Polymere 
sind z.B. Polystyrol, Polyurethan, Butadien Acrylnitril. Die Latexkugelchen konnen 
auch mit einem geeigneten Maskierungsfarbstoff angefarbt werden, fur den die glei- 
chen Kriterien gelten, wie fur den der Losung zugefiigten Absorptionsfarbstoff (s. 
oben). Eine geeignete Farbstoffklasse sind z.B. *Resoiine. 

In Lumineszenz-Assays (selbstleuchtende Zellen) besteht grundsatzlich die Anfor- 
derung, die spezifische sehr geringe Lichtintensitat einer biologischen Zelle mit hoher 
Empfindlichkeit zu detektieren. Durch Einbringen einer reflektierenden Trennschicht 
10 gemaB Fig. 7 kann, analog zur Methode der Unterdriickung der Hintergrundfluor- 
eszenz (gem. Fig. 6), das Lumineszenzsignal der biologischen Zellen verstarkt wer- 
den. Hierbei werden Strahlungsanteile 11 des ungerichteten Lumineszenzlichtes in 
Richtung des Detektors reflektiert und erhohen so das spezifische MeBsignal 

Bei einer Vielzahl anderer fluoreszenter Testverfahren an biologischen Zellen ist es im 
25 Gegensatz zu VerteilungsfarbstofFen moglich, den FluoreszenzfarbstofT nach Anfar- 
bung der Zellen durch Losungswechsel aus dem Uberstand zu entfernen. Der Fluor- 
eszenz£arbstoffFURA2-AM wird z.B. nach Eindringen in die Zelle in den freien Farb- 
stoff gespalten und verliert hierbei seine Zellmembranpermeabilitat. Dadurch kommt 
es zu einer Anreicherung des impermeablen FluoreszenzfarbstofFes in der Zelle. In 
30 diesem Fall kann der fluoreszente Uberstand 3 durch eine Fluoreszenzfarbstoff-freie 
Losung 3a ausgetauscht werden, ohne die spezifische Zellfluoreszenz zu verandern. 
Die unspezifische Hintergrundfluoreszenz des Uberstandes wird auf diese Weise 
entfernt. FURA2-AM farbt jedoch ReaktionsgefaBe nachhaltig an (Wandfluoreszenz) 
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und erzeugt so ein anderes unspezifisches Fluoreszenzsignal, das der Hintergrund- 
fluoreszenz von Verteilungsfarbstoflfen vergleichbar ist. Dieser Sachverhalt ist in Fig. 
8 dargestellt In diesem Fall geht also die Hintergrundfluoreszenzstrahlung 8 auf die 
an den Gefaflwanden anhaftenden Fluoreszenzfarbstoffmolekule 4 zuriick. Durch Ein- 
bringung von Maskierungsfarbstoffen in den FluoreszenzfarbstofF-freien Oberstand 3a 
kann auch dieses unspezifische Fluoreszenzsignal vollstandig unterdriickt werden. 

In Fig. 10 ist zusatzlich ein zu Fig. 2 analoges Ausfuhrungsbeispiel dargestellt, bei 
dem die auf einem transparenten Trager am Boden 2 des ReaktionsgefaBes 1 aufge- 
brachte biologische Schicht aus Rezeptoren 12 besteht, die mit den im Oberstand 
(Losung) 3 vorhandenen, Fluoreszenz- oder Lumineszenz-markierten Liganden 13 
eine spezifische Bindung eingehen. Die gebundenen Liganden sind hier mit 14 be- 
zeichnet. Das durch den Boden 2 eingestrahlte Primarlicht 6 regt im Falle der nicht 
maskierten Losung die Fluoreszenz-markierten Liganden 13 und 14 zur Fluoreszenz 
an. Im Falle von Lumineszenz-markierten Liganden entfallt das Primarlicht 6. Analog 
zur Ausfiihrung nach Fig. 2 wird der Losung 3 wiederum ein Maskierungsfarbstoff 
beigeftigt, der dafur sorgt, daB die von den ungebundenen Liganden 13 ausgehende 
Fluoreszenz- oder Lumineszenzstrahlung in der Losung vollstandig absorbiert wird. 
Die am Boden 2 erfaflte Fluoreszenz- oder Lumineszenzstrahlung 15, d.h. der MeB- 
effekt, geht daher ganz uberwiegend auf die an die Rezeptoren 12 gebundenen Ligan- 
den 14 zuriick und wird nicht durch die Hintergrundstrahlung der ungebundenen 
Liganden 13 in der Losung 3 verfalscht. Das MeBsignal ist daher ein direktes Mafl fur 
die Starke der Ligand-Rezeptorbindung. Dabei liegt die Schichtdicke der Rezeptor- 
schicht im nm-Bereich, wahrend die Dimensionen des dariiber befindlichen Uber- 
standes in der Groflenordnung mehrerer mm liegt. 

Gemafl Fig. 6 und 7 kann die fur die Losung durchlassige Trennschicht 10 in ganz 
analoger Weise bei der Untersuchung von Liganden-Rezeptorbindungen zur Mas- 
kiening bzw. Unterdrtickung der Hintergrundfluoreszenz bzw. -lumineszenz einge- 
setzt werden. In diesem Fall wird die storende Hintergrundfluoreszenz bzw. -lumin- 
eszenz durch die Trennschicht 1 0 abgeschirmt und im Falle von lumineszenten Ligan- 
den Strahlungsanteile J 1 des von gebundenen Liganden stammenden Lumineszenz- 
lichts in Richtung auf den Detektor reflektiert und damit das Nutzsignal verstarkt. 
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Der in klassischen pharmakologischen Rezeptorbindungsstudien hinsichtlich seiner 
Bindungsstarke zu bewertende, nicht fluoreszierende bzw. lumineszierende Reaktions- 
partner wurde hier aus Griinden der Ubersichtlichkeit nicht dargestellt. 
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Patentanspruche 

1 . Verfahren zur quantitativen optischen Analyse von fluoreszenzmarkierten bio- 
logischen Zellen (5), die in Form einer zusammenhangenden Zellschicht auf 
einem transparenten Trager am Boden (2) eines Reaktionsgefafles (1) aufge- 
bracht sind und mit einer den Fluoreszenzfarbstoff (4) enthaltenden Losung 
(3) in Kontakt stehen, oder von lumineszenten, biologischen Zellen in Form 
einer zusammenhangenden, auf dem transparenten Trager befindlichen Zell- 
schicht, dadurch gekennzeichnet, daB der Losung (3) zusatzlich zu dem bereits 
vorhandenen Fluoreszenzfarbstoff (4) ein Maskierungsfarbstoff (9) hinzugege- 
ben wird, welcher das Anregungslicht (6) fur den Fluoreszenzfarbstoff (4) 
und/oder sein Emissionslicht (7) absorbiert und/oder daB auf die Zellschicht 
eine fur die Losung durchlassige Trennschicht (10) aufgebracht wird, die das 
Anregungslicht (6) fur den Fluoreszenzfarbstoff (4) und/oder sein Emissions- 
licht (7) absorbiert und/oder reflektiert oder im Falle der lumineszenten 
Zellschicht das Lumineszenlicht reflektiert. 

2. Verfahren zur quantitativen optischen Analyse von Fluoreszenz- oder Lumin- 
eszenz-markierten Reaktionspartnern in einem mit einer Losung (3) gefullten 
ReaktionsgefaB (1), in der ein fluoreszierender oder lumineszenter Ligand (13) 
gelost ist und die Losung (3) mit einer fur diesen Ligand (\3) spezifischen, auf 
einem transparenten Trager am Boden (2) des ReaktionsgefaB (1) aufgebrach- 
ten oder sich darauf absetzenden Rezeptorschicht (3 2) in Kontakt steht, deren 
fur die Rezeptor-Liganden Bindung charakteristische Fluoreszenz- oder 
Lumineszenzstrahlung (7,15) durch den transparenten Boden (2) hindurch er- 
faBt und ausgewertet wird, dadurch gekennzeichnet, daB der Losung (3) ein 
Maskierungsfarbstoff (9) hinzugefiigt und/oder auf die Rezeptorschicht (12) 
eine fur die Losung (3) durchlassige Trennschicht (10) aufgebracht wird, wo- 
bei die optischen Eigenschaften des Maskierungsfarbstoffs (9) und/oder der 
Trennschicht (10) so gewahlt werden, daB das Anregungslicht (6) fur den 
Fluoreszenzfarbstoff (4) des in der Losung (3) vorhandenen Liganden (13) 
und/oder sein Fluoreszenzlicht (8) oder sein Lumineszenzlicht von der Losung 
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(3) oder der Trennschicht (10) absorbiert oder an der Trennschicht (10) re- 
flektiert wird. 

Verfabren nach Anspruch 1 bis 2, dadurch gekennzeichnet daB als Trenn- 
schicht (10) eine Schicht aus polymeren Latexkugelchen verwendet wird. 

Verfahren nach Anspnich 3, dadurch gekennzeichnet daB die polymeren 
Latexkugelchen mit einem MaskierungsfarbstofFgefarbt sind. 

Verfahren nach Anspruch 1 - 2, dadurch gekennzeichnet daB ein Maskie- 
rungsfarbstoff verwendet wird, der eine gute Wasserloslichkeit und keine zell- 
toxischen Nebcneffekte aufweist. 

Verfahren nach Anspruch 1 - 2, dadurch gekennzeichnet daB bet einem Aus- 
tausch des einen FluoreszenzfarbstofF (4) enthaltenden Uberstandes (3) durch 
eine Fluoreszenzfarbstoff-freie Losung (3a) ein Maskierungsfarbstoff zuge- 
geben wird, welcher die unspezifische, von der angefarbten ReaktionsgefaB- 
wand ausgehende Fluoreszenz unterdriickt 
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Fig. 3 
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Fig 8 
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